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生物固 有の 様々 な 機能は 、生 物を 構成 する 生 命シ ステ ム の階層 構造 が連 携 し
た複雑 な分 子機 能 の統合 とし て現 れ る。そし て 、そ の機 能の多 くは 運動・運搬
機 能 を 必 要 と し 、 生 体 分 子 機 械 と 呼 ば れ る 化 学 -力 学 エ ネ ル ギ ー 変 換 制 御 を 担
う様々 なタ ンパ ク 質集合 体に よっ て 担われ てい る。本 研究は 、力 学エ ネ ルギー
を 発 生 し 制 御 す る 機 能 を 担 う 代 表 的 構 成 要 素 の ひ と つ で あ る 生 体 分 子 機 械 の
分子機 構が どの よ うに生 物個 体の 機 能と相 関し てい る のか、実際 の個 体レ ベル
での疾 患の 発生 と 関連づ ける こと で 、巨視 的な 個体 の 応答の 多様 性を 、その原
因とな りう る遺 伝 子多型 や温 度変 化 などの 遺伝 的要 因・環境要 因が １分 子 レベ
ル で ど の よ う な 変 化 を す る こ と を 詳 細 に 分 析 す る こ と で 明 ら か に す る こ と を
試みた もの であ る 。  
本博士 論文 で申 請 者は、特に アク トミ オシン の力 発生 の 制御タ ンパ ク質 で あ
るトロ ポミ オシ ン（ Tm）・ト ロポ ニン（ Tn）複合 体の 筋細 胞 中にお ける 力発 生 制
御機能 に着 目し 、疾 患の原 因と なる 遺 伝的要 因と 環境 要 因によ る 制 御機 能 の変
化をタ ンパ ク質 一 分子階 層で 明ら か に する こと で、ヒト 個体の 疾患 の病 態 を１
分子計 測か ら説 明 できる かと いう 命 題につ いて 検証 し た。  
まず、申請 者は この 研究を 進め るた め に必要 な 新 しい 計 測技術 の開 発を 行 っ
た。従来 の１ 分子  in vitro 計測 系で は、生体 分子 機械 の力発 生が ３次 元 の現
象 で あ る に も か か ら ず ２ 次 元 平 面 で の 変 位 情 報 か ら 力 発 生 を 見 積 も っ て き た 。
そのた め、３次 元変 位 を直 接測 定し て 発生し た張 力 を 計 測する 手法 を新 た に開
発した 。こ のシ ス テムは 、倒 立光 学 顕微鏡 を土 台と し て全反 射照 明蛍 光 観察と
光ピン セッ ト法 を 組み合 わせ たも の であり 、蛍 光ビ ーズ の蛍光 強度 変化 を 計測
す る こ と で 捕 獲 し た ビ ー ズ の ３ 次 元 位 置 を 正 確 に 見 積 も る こ と で 幾 何 学 的 に
三次元 的な 発生 力 を定量 する こと を 可能に した 。こ の 手法を 用い て、ア クトミ
オシン 系に Tm・ Tn 複合体 を修 飾し た 「細い フィ ラメ ン ト」 の 力発 生を ３ 次元
計測し たと ころ 、従 来の２ 次元 での 力 発生に 比べ て最 大 で 1.5 倍の 力発 生 が観
測され た。これ は力 発生の 機構 にお い て２次 元で 発生 す る力発 生が ３次 元 空間
での力 発生 と同 じ で はな いこ とを 示 唆する 重要 な結 果 である 。ま た、この 結果
を踏ま えて 、す べ てこの 新た に開 発 した３ 次元 計測 系 を用い てい る。  
次に、申請 者は 遺伝 子疾患 の原 因 に つ いて１ 分子 計測 レ ベルか ら解 明を 進 め
た。肥 大型 心筋 症 は遺伝 病で あり 、遺伝子 多型 と呼 ば れるヒ ト遺 伝子 の 違いが
心 臓 を 構 成 す る 様 々 な タ ン パ ク 質 に 組 み 合 わ さ れ る こ と で 特 定 の 組 み 合 わ せ
となっ た時 、疾 患 として 発症 する も のであ る。タン パ ク質 の 構造 に様 々 な小さ
な 違 い が 生 じ て い る こ と は 分 子 生 物 学 的 手 法 に よ っ て 疾 患 患 者 の 遺 伝 子 解 析
から明 らか にな っ ている 。し かし 、そ の遺伝 的要 因の 違 いが ど のよ うに 組 み合
わされ た時 に巨 視 的な疾 患と して ヒ ト個体 に現 れる の か、こ の疾 患に 対す る遺
伝的要 因の １分 子 からの 検証 には 、心 肥大症 の原 因遺 伝 子とし て同 定さ れ てい
る 遺 伝 子 変 異 を 反 映 し た タ ン パ ク 質 そ れ ぞ れ の 定 量 的 ダ イ ナ ミ ク ス か ら の 解
明が必 要で ある 。 本研究 では 、特 に 力発生 の制 御 タ ン パク質 であ る Tm・ Tn 複
合体を 対象 とし て 選び、 遺伝 子変 異 Tm・ Tn 複合 体を 再 構成ア クト ミオ シ ン系
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に加え た「細 いフ ィラメ ント 」の 性 質を定 量的 に分 析 した 。こ の結 果は 、弛 緩
状態と なる べき 環 境にお いて も微 弱 な力発 生が 続い て いるこ とと 、最 大 張 力と
なるべ きカ ルシ ウ ム濃度 の 環 境に お いて、遺伝 変異 の部 位によ って 力発 生 の減
衰をも たら す場 合 と力発 生を 増大 さ せる 場 合が ある こ とも判 明し た。これ らの
結 果 は 従 来 の 筋 線 維 を 用 い た 生 理 的 計 測 系 で は 見 い だ す こ と が で き な か っ た
もので あり 、ア クチ ンフィ ラメ ント に 相互作 用す るミ オ シン分 子の 密度 を 自在
に制御 でき る１ 分 子  in vitro 計測系で初 めて 観測 さ れたも ので ある 。このこ
とは、制御 タン パク 質の 構 造の 遺伝 的 要因に 加え てが 筋 線維の 高次 構造 の 影響
を考慮 する 必要 を 示唆す るも ので あ り、１ 分子 計測 から 個体の 病理 の機 構 の解
明 を 行 う た め に は 中 間 階 層 の 理 解 が 重 要 で あ る こ と を 明 ら か に し た と い う 意
味で大 きな 意義 を 持つ 。  
本研究 では 、また 、ヒト個 体の 心機 能 に対す る環 境要 因 の検証 を 、張 力発 生
に 対 す る 温 度 変 化 の 影 響 と い う 観 点 か ら 分 析 し て い る 。 近 年 の 研 究 か ら 、 in 
vitro 系の 実験 結果 から試 算さ れた 必 要量よ りは るか に 少ない 分泌 カル シ ウム
量でヒ ト心 臓中 で は十分 な収 縮張 力 が発生 する こと が 示唆さ れて いる が、この
原因の 解明 が求 め られて いた 。本 研究 では本 研究 で開 発 した１ 分子 計測 系 に局
所熱パ ルス 法を 組 み合わ せた 実験 系 を用い て、人の 体温 近く (37℃程 度 )の 温度
で あ っ て も ア ク ト ミ オ シ ン 系 の Ca 2 +非 依 存 的 な 滑 り 運 動 の 活 性 化 を 確 認 す る
ことが でき た。こ の結果 の意 義は 、弛緩条 件下 にお い ても滑 り運 動の 活 性化が
生じる こと を見 出 せたこ とで ある 。生 理条件 とは 異な る １分子 計測 系で あ るこ
とは考 慮す べき で はある が、心臓 内 の Ca 2 +濃度は 従来 考えら れて いた 以 上に低
い と こ ろ で 制 御 さ れ て い る 機 構 の 仕 組 み に つ い て １ 分 子 か ら の 理 解 が 進 め ら
れた。  
本博士 論文 は、上 に述べ た研 究成 果 を３つ のテ ーマ「 垂直負 荷が 加わ っ た時
の Tm・Tn 複 合体の アクト ミオ シン 力 発生に おけ る役 割 」、「 肥大 型心 筋症（ HCM）
特異的 な Tm 変異体 を用い た一 分子 顕 微解析 」、「 局所 熱 パルス 法に よっ て 誘発
される 再構 成筋 収 縮系の 活性 化」 と して以 下の よう に まとめ てい る 。  
第 1 章では 、研 究 の背景 と目 的、 博 士論文 の概 要に つ いて述 べら れて い る。 
第 2 章では 、本 研究 で用い た １ 分子 計 測に必 要な タン パ ク質試 料の 調製 方 法
やフロ ーセ ル作 製 方法に つい て 述 べ ている 。  
第 3 章では 、３ 次 元での 発生 張力 計 測手法 の技 術開 発 と、こ の技 術を 用 いた
垂直負 荷が 加わ っ た時の Tm・ Tn 複合 体のア クト ミオ シ ン力発 生に おけ る 役割
につい て述 べて い る。新 たに 開発 した アクト ミオ シン 収 縮シス テム を三 次 元的
に評価 する シス テ ム を用 いて 、ど の 角度領 域に おい て も Tm・ Tn 複合 体が 修飾
された Thin filament はア クチ ンフ ィ ラメン トの 1.5 倍 の発生 力を 示す こ とを
明らか にし た。こ のこと は、筋肉 中 におけ る 三 次元 的 な負荷 依存 性へ の 影響 と
三次元 構造 にお け る Tm 相同体 の役 割 を初め て示 唆し た もので ある 。  
第 4 章では 肥大 型 心筋症（ HCM）特 異 的な Tm 変異 体を 用 いた一 分子 顕微 解 析
につい て述 べて い る。第 ３章 で述 べ た実験 系を 用い て 、 HCM の遺 伝子 配列 の変
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異がも たら す影 響 を検証 し、低 Ca 2 +濃 度にお ける 滑り 速 度につ いて は健 常 型 の
Tm・ Tn 複合体 と比 較して 有意 な上 昇 を見出 し、また、変 異体の 飽和 Ca 2 +濃 度に
おける 滑り 力の 変 化で は 、変異 の部 位によ って 、張力 の低下 のみ なら ず 、想 定
に反し て上 昇を 示 す場合 もあ るこ と を明ら かに した 。この結 果は 、１ 分 子計測
から病 態を 理解 す る上で タン パク 質 の特性 だけ でな く、その高 次構 造 の 寄 与を
含 め た 詳 細 な 分 子 メ カ ニ ズ ム を 調 査 す る こ と の 必 要 性 を 示 唆 す る も の と な っ
た。  
第 5 章 で は 局 所 熱 パ ル ス 法 に よ っ て 誘 発 さ れ る 再 構 成 筋 収 縮 系 の 活 性 化 に
ついて 述べ てい る。ここで は１ 分子 蛍 光観察 系に 局所 熱 パルス 法を 組み 合 わせ
た実験 系を 構築 し 、タン パク 質一 分 子階層 にお いて 、人の体 温近 く (37℃ 程度 )
の温度 で Thin filament の Ca 2 +非依存 的な滑 り運 動の 活 性化 を 確認 した 。この
結 果 は 心 臓 が 体 温 上 昇 を 利 用 す る こ と で 比 較 的 低 い Ca 2 +濃 度 域 で も 心 収 縮 を
制御す るこ とを 可 能にし てい る 可 能 性を示 唆す るも の であ る 。  
第６章 では 、上 記 ３つの テー マの 結 果を総 括し 、１ 分 子計測 系で の個 体 の 疾
患 が 発 生 す る 機 構 を 解 明 す る た め の 遺 伝 的 要 因 と 環 境 要 因 か ら の 解 明 の 可 能
性と今 後の 課題 を 考察し てい る。  
以上が 本論 文の 各 章で述 べら れて い る研究 の内 容と 、こ れらの 研究 につ い て
の学術 的な 意義 で ある。要約 する と、申請者 は１ 分子 レ ベルで の張 力発 生 を３
次元で 計測 する 技 術を新 たに 開発 し、ヒト個 体中 での 筋 収縮制 御系 の機 構 を遺
伝 子 疾 患 と 環 境 要 因 の 視 点 で １ 分 子 レ ベ ル か ら 解 明 を 目 指 し 、 新 た に １ ）「 細
いフィ ラメ ント 」の力発 生を ３次 元 計測す るこ との 重 要性を 示し 、２ ）肥 大心
筋 症 の 力 発 生 制 御 機 構 は １ 分 子 の 機 能 の 理 解 に 加 え て 分 子 の 配 置 の 高 次 構 造
の 重 要性 を 新 た に 示 唆 し、 さ ら に ３ ） Ca 2 +非 依 存 的 に 筋 収 縮 制御 系 が 温 度 によ
っ て 制 御 さ れ て い る 可 能 性 を 実 験 的 に 示 す こ と に 成 功 し た 。 こ れ ら の 成 果 は 、
ヒ ト 心 臓 の 機 能 の 遺 伝 的 因 子 と 環 境 因 子 を １ 分 子 計 測 か ら 明 ら か に す る こ と
ができ るこ とを 示 唆す る もの であ り 、高い 学術 的価 値 を持つ もの であ る 。  
よって 本論 文は 博 士（理 学） の学 位 論文と して 価値 あ るもの と認 める 。  
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